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A cana-de-açúcar é uma das culturas mais plantadas no mundo e o Brasil é o 
maior produtor e exportador de açúcar. Pensando no aumento dessas exportações, 
pesquisas vêm sendo realizadas para se conseguir cultivares mais resistentes a 
pragas e intempéries. Uma possibilidade é a transformação genética, porém são 
necessários aperfeiçoar os protocolos existentes de regeneração in vitro de plantas, 
pois cada cultivar de cana-de-açúcar responde de forma distinta em meio nutritivo. 
Nesse contexto, experimentos para obtenção de calos embriogênicos foram 
realizados, a fim de possibilitar estudos posteriores de transformação genética da 
cultura por biobalística. Diante disso, objetivou-se estabelecer protocolos de 
regeneração in vitro para três cultivares e um clone de cana-de-açúcar, visando a 
obtenção de calos embriogênicos. Sendo assim, os experimentos foram realizados 
em etapas, testando cinco concentrações de 2,4-D (1, 3, 9, 16 e 27 µM) em 
RB986419 e RB966928. Para o cultivar RB855156, analisou-se a influencia da 
luminosidade e três concentrações de 2,4-D (3, 9 e 16 µM) sobre a formação de 
calos embriogênicos. Testes com diferentes meios de cultura (MS, MS/2 e MS/Fe) 
em cinco concentrações de 2,4-D (1, 3, 9, 16 e 27 µM) foram realizados no cultivar 
RB72454. Pôde-se concluir que a utilização de 9 µM para RB986419 e 16 µM de 
2,4-D para o cultivar RB966928 propiciaram maiores formações de calos 
embriogênicos e regeneração de plantas. O cultivar RB855156 tem maiores 
porcentagens de formação da embriogênese somática no escuro, com reduzida 
oxidação dos explantes. A calogênese do cultivar RB72454 é mais facilmente obtida 
em meio de cultura com a redução dos macro e micronutrientes em concentrações 
de 9 e 16 µM de 2,4-D. 
 









Sugarcane is the most planted crop in the world and Brazil is the largest 
producer and exporter of sugar. Research has been done to obtain sugarcane 
cultivars more resistant to pests and abiotic stresses with the aim to increase the 
exports. One possibility is the genetic transformation. However is necessary to 
optimize the plant in vitro regeneration protocol already used because each 
sugarcane cultivar respond quite differently to nutritious media. In this context, 
experiments to obtain embryogenic callus were carried out to enable further studies 
of genetic transformation of sugarcane by biolistic. In this way, the present work 
aimed to establish a regeneration protocol for three cultivars and one clone of 
sugarcane to achieve embryogenic callus. The experiments were carried out in 
stages which tested five 2,4-D concentrations (1, 3, 9 16, and 27 µM) in cultivars 
RB986419 and RB966928. The influence of the luminosity and the three 
concentrations of 2,4-D (3, 9 and 16 µM) on the formation of embryogenic callus in 
the RB855156 cultivar was analysed. Tests with different culture media (MS, MS half-
strength and MS half-iron) and five concentrations of 2,4-D (1, 3, 9, 16 and 27 µM) 
was made with RB72454 cultivar. The results showed that the use of 9 µM of 2,4-D 
to RB986419 and 16 µM of 2,4-D to RB966928 cultivar promoted major embryogenic 
callus formation and plant regeneration. The RB855156 cultivar presented better 
response in percentage for somatic embriogenic formation in the dark and reduced 
oxidation of the explant. The calogenic process of RB72454 cultivar is obtained 
easier in culture media with the reduction of macro and micronutrient and at 
concentration of 9 and 16 µM of 2,4-D. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 
A cana-de-açúcar é uma cultura muito importante economicamente, tendo 
como principais produtos a sacarose e o álcool combustível (etanol). O etanol é uma 
fonte de energia líquida renovável e auxilia na diminuição da poluição ambiental 
causada pelos combustíveis fósseis. O Brasil possui uma área cultivada aproximada 
de 8.167,5 mil hectares, tendo uma produção estimada em 651.514,3 mil toneladas. 
O Paraná é o terceiro produtor nacional, com a área de cultivo chegando a 613,67 
mil hectares com 48.786,8 mil toneladas de cana moída em todo o estado (CONAB, 
2010). 
O consumo interno e, principalmente, o aumento das exportações 
impulsionaram a expansão da área nacional cultivada de cana-de-açúcar. Sendo 
assim, essa cultura está constantemente inserida em programas de melhoramento 
genético para obtenção de cultivares mais produtivos e resistentes a pragas e 
doenças. Porém, o melhoramento genético de cana-de-açúcar é demorado e 
limitado devido ao ciclo de reprodução e genética muito complexa (LANDELL et al., 
1999). A engenharia genética vem como uma forma de auxiliar na introdução de 
genes com características desejáveis (JOYCE et al., 2010) e reduzir o tempo de 
obtenção de cultivares elite de cana-de-açúcar. 
A cultura de tecidos in vitro é uma técnica que auxilia na obtenção de plantas 
livres de patógenos e geneticamente homogêneas. A regeneração dessas plantas in 
vitro pode ocorrer por duas vias: organogênese e embriogênese somática (TAYLOR 






Na cultura da cana-de-açúcar, o método de propagação in vitro mais 
estudado para se obter plantas transgênicas é a embriogênese somática indireta, 
pois há formação de órgãos ou embriões a partir de calos. Esses são induzidos 
utilizando folhas imaturas, em meio de cultura base com adição de auxinas como 
Picloran e 2,4-D (HO e VASIL, 1983; LAKSHAMANA, 2006). A morfogêse pode 
ocorrer em meios desprovidos de reguladores de crescimento vegetal e em 
ambiente luminoso (FALCO et al., 1996), porém a utilização desses reguladores e 
ausência de luz potencializa esse processo (CHENGALRAYAN e GALLO-
MEAGHER, 2005). 
A cana-de-açúcar é um híbrido interespecífico, sendo que cada cultivar possui 
comportamento distinto, tanto a campo quanto in vitro (DESAI et al., 2006), desta 
forma, os protocolos de regeneração devem ser adaptados a cada cultivar estudado. 
O presente trabalho teve como objetivo geral a obtenção de embriogênese 
somática de três cultivares e um clone RB de cana-de-açúcar, testando diferentes 





2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Cana-de-açúcar  
 
A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é cultura economicamente importante, 
sendo cultivada em aproximadamente 120 países, no qual o Brasil é o maior 
produtor mundial (OIA, 2010). Possui como principais produtos o açúcar e o etanol 
(álcool combustível), sendo também matéria prima para ácido acético, butanol, papel 
e utilizada para alimentação animal (GARCIA et al., 2007), entre outros usos. 
Segundo DANIELS e ROACH (1987), a cana-de-açúcar é uma espécie 
alógama, da família Poaceae, tribo Andropogoneae e gênero Saccharum. O centro 
de origem da cana-de-açúcar é muito discutido por alguns autores, porém acredita-
se que ela seja nativa da Índia e das ilhas da região da Melanésia (LEBOT, 1999; 
GRIVET et al., 2004; CESNIK, 2004), e se espalhou para países tropicais e 
subtropicais (OLIVEIRA et al., 2007). Possui um genoma complexo, com número 
diplóide de cromossomos variando entre 70 a 120 (D’HONT et al., 1996). É uma 
planta de metabolismo C4, com grande eficiência na conversão de energia solar em 
energia química. Tem um ciclo longo, o que resulta em alta produção de matéria 
seca. Cresce naturalmente em temperaturas acima de 25°C, porém temperatura 
abaixo de 21°C auxilia no acúmulo de sacarose (RODRIGUES, 1995). Possui uma 
inflorescência denominada de flecha e tem coloração variando com relação ao 
cultivar (CASAGRANDE, 1991). 
É uma das culturas mais antigas cultivadas no Brasil e foi introduzida por 
Martim Afonso de Souza, na primeira metade do século XVI (PEDROZO, 2006). 





teve início juntamente com a exploração comercial da cultura. Os cultivares 
utilizados atualmente são cruzamentos interespecíficos entre Saccharum 
officinarum, S. barberi, S. sinense, S. spontaneum e S. robustum. 
O melhoramento tradicional possui restrições para o desenvolvimento de 
novos cultivares com elevada produtividade e inserção de características de 
interesse agronômico, como tolerância a patógenos e pragas, e elevação no teor de 
sacarose (LAKSHMANAN, 2006; JOYCE et al., 2010). Além disso, o tempo de 
obtenção de novos cultivares e o descarte de materiais promissores, por 
apresentarem algum tipo de suscetibilidade a doenças ou patógenos (ROACH, 
1995), tornam a cultura uma candidata em potencial para a transformação genética. 
 
2.2 Cultura de Tecidos 
 
Esta técnica compreende o cultivo de plantas em condições assépticas, 
nutrição, temperatura, umidade e luminosidade controladas (PEREIRA, 2003; 
RODRIGUES, 2005). A multiplicação de tecidos organizados in vitro pode ser 
realizada com diversos tipos de explantes, como por exemplo, as culturas de 
anteras, protoplastos, meristemas, organogênese e embriogênese somática direta e 
indireta (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990). 
Meios de cultura utilizados para o cultivo in vitro fornecem substâncias 
essenciais para o desenvolvimento e crescimento dos tecidos (CALDAS et al., 
1998). Estes são compostos por macro e micronutrientes, vitaminas, aminoácidos, 
sacarose, água, presença ou ausência de agente geleificante (ágar, fitagel, etc.) e 
fitorreguladores. Existem diferentes meios de cultura, cada um adaptado à 





NODARI, 2006). Além dos componentes do meio de cultura, a regeneração de 
plantas in vitro pode ser influenciada também por fatores externos (condições 
ambientais) e por fatores inerentes ao material vegetal (hereditariedade, estado 
fisiológico do explante e da planta que lhe deu origem) (GRATTAPAGLIA e 
MACHADO, 1990). 
 
2.2.1 Embriogênese Somática 
 
A embriogênese somática foi estudada pela primeira vez há 
aproximadamente 50 anos por Steward et al. (1958) e Reinert (1959) e continua 
sendo objeto de estudo, devido a sua grande importância. É dividida em indução e 
expressão, onde a indução ocorre por meio de reguladores de crescimento vegetal 
acrescidos ao meio de cultura, bem como as auxinas sintéticas; e a expressão é a 
fase em que as células mostram sua competência em se diferenciar em embriões 
somáticos (JIMÉNEZ, 2005). 
A embriogênese somática pode ser descrita como o processo em que células 
diplóides ou somáticas desenvolvem estruturas semelhantes a embriões zigóticos, 
passando por estágios característicos embriogênicos, sem fusão de gametas. Este 
processo ocorre naturalmente em Citrus spp. e em coníferas, onde os embriões são 
idênticos a planta-mãe, perpetuando a população de clones via semente (LITZ e 
GRAY, 1995). 
Células somáticas, em diferentes estádios de desenvolvimento, podem ser 
induzidas in vitro para novas competências morfogênicas (FITCH e MOORE, 1990; 
LITZ e GRAY, 1995; HEERDT, 2008). A cana-de-açúcar foi uma das primeiras 





HEINZ e MEE, 1969). Desde então, muitos estudos tem sido realizados em cana-de-
açúcar, principalmente para obtenção da embriogênese somática (LIMA et al., 2001; 
GANDONOU et al., 2005; LAKSHMANAN et al., 2006; JOYCE et al., 2010). 
Infelizmente há muita variação somaclonal, causando anormalidades morfológicas 
(LOURENS e MATIN, 1987; BURNER e GHISHAM, 1995; JOYCE et al., 2010). 
A indução de calos em cana-de-açúcar ocorre tradicionalmente em meio de 
cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (BRISIBE et al., 1994; BLANCO et al., 
1997; SUPRASANNA et al., 2008; WATT et al., 2009; JOYCE et al., 2010). 
Diferenças na indução de calos embriogênicos são observadas com relação ao 
regulador de crescimento utilizado. As auxinas sintéticas mais comumente utilizadas 
são: ácido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-piridinecarboxílico (Picloram) (CHENGALRAYAN 
e GALLO-MEAGHER, 2005; GARCIA et al., 2007), ácido 3,6-dicloro-2-
metoxibenxzóico (Dicamba) (BRISIBE et al., 1994; KHAN et al., 2008) e o ácido 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) (BLANCO et al., 1997; GANDONOU et al., 2005; WATT 
et al., 2009) as mais utilizadas para cultura de cana-de-açúcar. 
Em cana-de-açúcar, os explantes para a formação de calos embriogênicos 
são retirados de folhas jovens, próximos ao meristema (TAYLOR et al., 1993; 
LAKSHIMANAN et al., 2006; MOLINARI, 2006; GARCIA et al., 2007; JOYCE et al., 
2010), que possuam de 6 a 15 meses (MARCANO et al., 2002; GILL et al., 2006). 
Alguns pesquisadores afirmam que a utilização de sementes (CHENGALRAYAN e 
GALLO-MEAGHER, 2005) e palmitos com formação de inflorescência, são fontes de 
eficientes de explantes para a obtenção de calos embriogênicos (DESAI et al., 2004; 
SNYMAN et al., 2006), e maior regeneração de plântulas (BLANCO et al., 1997; 
GILL et al., 2006). FRANKLIN et al. (2006), utilizando segmentos da bainha de 





2.2.2 Fatores que influenciam a embriogênese somática de cana-de-açúcar 
 
A cana-de-açúcar é um híbrido interespecífico, desta forma, cada cultivar 
possui comportamento distinto, tanto no campo quanto in vitro, onde a resposta 
morfogenética é muito influenciada pelo genótipo. LIMA et al. (2001) relatam que 
alguns cultivares apresentam elevada formação de calos mucilaginosos sem 
formação de plântulas, enquanto outros possuem grande capacidade de formação 
de calos embriogênicos e regeneração de plantas. GANDONOU et al. (2005) 
comparando a resposta de nove genótipos em meio MS com 3 mg.L-1 de 2,4-D, 
observou diferenças significativas entre esses como, por exemplo, a capacidade de 
indução e regeneração de plantas, indicando que esses critérios são dependentes 
do genótipo. Os genótipos estudados são os mais variados, e as pesquisas são 
realizadas com os cultivares adaptados a cada região de cultivo e exploração 
econômica. 
Outro fator de influência é a intensidade luminosa que pode promover 
resposta positiva na obtenção de calos embriogênicos para algumas espécies 
(GARCIA et al., 2007), como o Ranunculus sceleratus que mostrou taxas de 
formação de massas calosas iguais tanto para ambiente claro como escuro (KONAR 
e NATARAJA, 1969). Para a cultura da cana-de-açúcar, a embriogênese somática 
ocorre no escuro (GANDONOU et al. 2005; LAKSHAMANAN, 2006; JOYCE et al., 
2010), pois há maiores taxas de formação de calos nesse ambiente, em comparação 
com locais sob intensidade luminosa (GARCIA et al., 2007). 
A temperatura também possui influencia sob a formação de calos 
embriogênicos de cana-de-açúcar. Segundo ALI et al. (2008) a indução e 





Esses dois fatores, temperatura e luminosidade, são pouco estudados, apesar de 
influenciarem na embriogênese somática de cana-de-açúcar (KAMADA et al., 1995; 
HUTCHINSON et al., 2000; GARCIA et al., 2007). 
A utilização da auxina 2,4-D no meio de cultura induz a formação de calos e 
apresenta uma resposta favorável na obtenção de calos embriogênicos. 
PASTERNAK et al. (2002) relatam que o 2,4-D aumenta os níveis de auxina 
endógena nos explantes responsivos e por esse motivo é mais eficiente na resposta 
indutiva dos tecidos. Porém, a manutenção prolongada dos embriões neste 
regulador e repetidos subcultivos, podem causar instabilidade genética (GILL et al., 
2006) e aumentar a probabilidade de variação somaclonal (BURNER e GRISHAM, 
1995; FRANKLIN et al., 2006; LAKSHIMANAN et al., 2006), afetando o potencial 
embriogênico em cana-de-açúcar. 
 
2.2.3 Cana-de-açúcar transgênica 
 
Existem diversas técnicas de transformação genética alocadas em dois 
grupos distintos: transformação indireta e direta de plantas. A transformação indireta 
utiliza um vetor biológico, como a Agrobacterium tumefaciens e rhizogenes, para 
carrear o DNA exógeno de interesse para o genoma (CHILTON et al., 1977; 
CHILTON et al., 1982; LIMA et al., 2001). A transformação direta é baseada em 
métodos físicos ou químicos, destacando-se a eletroporação, transformação com 
polietilenoglicol (PEG) e aceleração de partículas ou também conhecida como 
biobalística (GARCIA et al., 2007). A biobalística consiste na aceleração de 
partículas de ouro ou tungstênio, revestidos de DNA, e carreadas para o interior da 





As primeiras plantas geneticamente transformadas de cana-de-açúcar foram 
conseguidas através da biobalística por Bower e Birch em 1992, utlizando o gene 
nptII que codifica a enzima neomicina fosfotransferase II. Esta confere resistência a 
canamicina e geneticina (MOLINARI et al., 2007). Nos últimos anos, muitos 
trabalhos foram realizados para a obtenção de plantas transgênicas de cana-de-
açúcar conferindo resistência a herbicidas (GALLO-MEAGER e IRVINE, 1996; 
FALCO et al., 2000; MANICKAVASAGAM et al., 2004), insetos (ARENCIBIA et al., 
1997), vírus do mosaico (INGELBRECHT et al., 1999; BUTTERFIELD et al., 2002) e 
estresse hídrico (ZHANG et al., 1999; MOLINARI et al., 2007). 
Protocolos de indução e regeneração de plantas bem definidos e otimizados 
são muito importantes para a transformação genética de cana-de-açúcar. Sendo 
essa cultura um híbrido interespecífico, que possui respostas distintas de formação 
de calos embriogênicos para cada cultivar, os protocolos devem ser adaptados para 
cada um desses individualmente (GARCIA et al., 2007). 
A cana-de-açúcar apresenta características que possibilitam a transformação 
genética, como por exemplo, a facilidade de regeneração de plantas a partir de calos 
embriogênicos (LAKSHMANAN, 2006) e a multiplicação em escala comercial pela 
propagação in vitro (GALLO-MEAGHER e IRVINE, 1996). Porém, alguns 
pesquisadores relatam que há dificuldades na obtenção de células e tecidos 
transformados de cana-de-açúcar (CHOWDHURY e VASIL, 1993; GONZÁLES-
CABRERA et al., 1998; ELLIOT et al., 1998; PEDRO et al., 2001). Devido ao fato 
que os métodos usuais de transferência de genes resultam em uma baixa eficiência 
na obtenção de células transformadas, com reduzida sobrevivência celular, e a 





Outro fator problemático na transformação dessa espécie é que o método de 
biobalística possui uma complexidade de integração, inserindo múltiplas cópias do 
gene de interesse, resultando em problemas futuros com a instabilidade do 
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3 CAPÍTULO I: EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA DO CULTIVAR RB966928 E DO 




A cana-de-açúcar é uma cultura plantada mundialmente devido a sua grande 
importância econômica, provenientes de seus produtos (etanol e açúcar). O Brasil é 
o maior produtor e exportador mundial de açúcar, sendo assim a cultura está 
frequentemente inserida em programas de melhoramento genético. A transformação 
genética é uma importante ferramenta para se obter cultivares mais resistentes a 
estresses bióticos e abióticos. Para obtenção plantas transgênicas são necessários 
protocolos definidos e otimizados de regeneração in vitro. O objetivo desse trabalho 
foi avaliar a influência de diferentes concentrações de 2,4-D na obtenção de calos 
embriogênicos no cultivar RB966928 e clone RB986419. Folhas imaturas, com 10 
meses de idade, foram utilizadas como fonte de explantes e desinfestados com água 
deionizada estéril, álcool e hipoclorito. Cilindros foliares de 8 x 150 mm, segmentado 
em 4 mm, foram inoculados em meio de cultura MS com cinco concentrações de 
2,4-D (1, 3, 9, 16 e 27 µM).Um segundo experimento foi realizado com as 
concentrações de 3, 9 e 16 µM de 2,4-D. Para os dois experimentos, a 
desdiferenciação do material ocorreu no escuro. Os calos foram transferidos após 45 
dias de subcultivo para novo meio de cultura, com as mesmas concentrações de 
origem para sua multiplicação. O clone RB986419 apresentou respectivamente 26 e 
80% de formação de calos embriogênicos, utilizando-se 9 µM de 2,4-D para os dois 
experimentos. O cultivar RB966928 teve respostas de embriogênese somática de 30 
e 41% utilizando 16 µM de 2,4-D para o primeiro e segundo experimentos 
respectivamente. Houve o desenvolvimento de brotações precoces e raízes nos 
calos formados em meio de cultura suplementado com 3 µM. Os calos formados 
foram transferidos para meio de regeneração. As plântulas desenvolvidas foram 
aclimatizadas e colocadas em casa de vegetação. As melhores concentrações de 
2,4-D para a formação de calos embriogênicos foram 9 µM para o clone RB986419 e 
16 µM para o cultivar RB966928. 
 





3 CHAPTER I: SOMATIC EMBRYOGENESIS OF CULTIVAR RB966928 AND 




Sugarcane is a worldwide cultivated crop due its great economic importance, 
from its products (ethanol and sugar). Brazil is the most important producer and 
exporter of sugar in the world. For this reason this crop is frequently inserted in 
breeding programs. The genetic transformation is an important tool to obtain cultivars 
more resistent to biotic and abiotic stress. For the achievement of transgenic plants is 
necessary defined and optimized protocols of in vitro regeneration. The goal of the 
present work was to evaluate the influence of the different concentrations of 2,4-D in 
the achieve of embryogenic callus of the RB966928 cultivar and of the clone 
RB986419. Immature leafs with 10 months old were used as source of explants. The 
leaves were disinfected with sterile water, alcohol and hypochlorite. Leaf cylinders 
with 8 x 150 mm, sliced in 4 mm, were inoculated in MS with five concentrations of 
2,4-D (1, 3, 9, 16 and 27 µM). A second experiment was made with the 
concentrations of 3, 9 and 16 µM of 2,4-D. For the two experiments the differentiation 
process occurred on the darkness. After 45 days of subculture, the calluses were 
transferred to a new media with the same concentrations of the previous media.  The 
RB986419 clone presented 26 and 60% of embryogenic callus formation at 9 µM of 
concentration of 2,4-D for the two experiments respectively. The RB966928 cultivar 
had 30 and 40% of response of somatic embryogenesis in the concentration of 16 
µM of 2,4-D for the first and second experiment respectively. There were premature 
shoot and root development in the callus cultivated on media with 3 µM of 2,4-D. the 
callus obtained were transferred for the regeneration media. The plants obtained was 
acclimatized and placed in a greenhouse. The best concentrations of 2,4-D were 9 
µM for the RB986419 clone and 16 µM for the RB966928 cultivar. 
 







A cana-de-açúcar é uma cultura de regiões tropicais e subtropicais e está 
entre as culturas mais plantadas no mundo, devido aos seus principais produtos: o 
açúcar e o etanol (álcool combustível). O Brasil é o maior produtor e exportador de 
açúcar, possuindo na safra 2009/2010 uma área plantada aproximada de 8.167,5 mil 
hectares. O Paraná é o terceiro maior estado produtor de cana-de-açúcar, atrás de 
São Paulo e Minas Gerais, com a área de 613,67 mil hectares (CONAB, 2010). 
Programas de melhoramento genético de cana-de-açúcar visam a obtenção 
de plantas com elevada produtividade e resistentes a estresses bióticos e abióticos 
(GARCIA et al., 2007). Com isso, alguns clones e cultivares se destacam no campo. 
Entre eles estão o clone RB986419, que possui maturação de meio de safra, é tido 
como um clone promissor, pois possui elevada produtividade e riqueza agrícola, e 
está em fase de testes pela UFPR, se destacando pelo elevado teor de açúcar 
(RIDESA, 2009). O cultivar RB966928, que foi lançado em 2010 pela UFPR, possui 
ciclo de maturação precoce e elevada sanidade às principais doenças, excelente 
brotação e adaptabilidade fenotípica, e vem sendo muito plantado nos estados de 
São Paulo, Paraná e Mato Grosso do Sul (RIDESA 2010). 
A transformação genética vem como uma ferramenta para se obter cultivares 
mais resistentes e produtivos em um curto espaço de tempo. Para isso, são 
necessários protocolos bem definidos e otimizados de regeneração in vitro de 
plantas (DESAI et al, 2004). Na cana-de-açúcar a resposta morfogênica é 
fortemente influenciada pelo genótipo, conseqüentemente é necessário que os 





A cultura de tecidos vegetais é uma técnica de cultivo que utiliza explantes, 
como ápices caulinares, meristemas, gemas laterais e/ou axilares, para a indução de 
novos órgãos ou plantas inteiras. Em cana-de-açúcar, a regeneração de plantas via 
cultura de tecidos pode ocorrer de duas formas: organogênese ou embriogênese 
somática, podendo ser direta, onde há formação de calos, e indireta, que não forma 
calos. Para a cana-de-açúcar, a forma mais estudada e utilizada é a embriogênese 
somática (LAKSHMANAN, 2006). 
Embriogênese somática é um termo usualmente empregado para denominar 
o processo pelo qual, células haplóides ou somáticas, se desenvolvem por 
diferentes estágios embriogênicos, sem a fusão de gametas (WILLIAMS e 
MEHESWARAN, 1986; GUERRA et al., 1999). Esse processo pode ocorrer de forma 
direta ou indireta, conforme a idade fisiológica ou tipo de explante utilizado 
(GUERRA et al., 1999; GUERRA e NODARI, 2006). 
Em cana-de-açúcar, a indução da embriogênese somática é realizada com o 
uso de reguladores de crescimento vegetal, mais precisamente as auxinas, como o 
ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) e ácido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-
piridinecarboxílico (Picloram) (GANDONOU et al., 2005). Estes estão envolvidos na 
reprogramação epigenética, ou seja, favorecem a ativação de determinados genes e 
a desativação de outros, que poderá diferenciar ou desdiferenciar as células 
(JIMÉNEZ, 2005). O 2,4-D é o regulador mais utilizado para o desenvolvimento de 
embriões somáticos em cana-de-açúcar (HO e VASIL, 1983; GALLO-MEAGHER, 
2000; DESAI et al., 2004), pois é superior se comparado a outros reguladores de 
crescimento vegetal utilizados para esse fim (LAKSHMANAN, 2006). 
Objetivou-se avaliar a influência de diferentes concentrações de 2,4-D na 





3.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.2.1 Local de realização, origem do material e assepsia 
 
O experimento foi desenvolvido no Laboratório de Micropropagação de 
Plantas, do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciências 
Agrárias da Universidade Federal do Paraná (UFPR). 
Foram utilizados como explantes folhas imaturas (palmitos) do clone 
RB986419 e do cultivar RB966928 de cana-de-açúcar. Ambos com 
aproximadamente, 10 meses de idade e, provenientes da Estação Experimental de 
Paranavaí, no município de Paranavaí, estado do Paraná.  
O experimento foi realizado em duas etapas. Para o primeiro teste, os 
palmitos foram colhidos em outubro de 2009 para ambos os genótipos. O segundo 
experimento foi realizado com material vegetal retirado do campo no mês de 
fevereiro (RB986419) e maio de 2010 (RB966928). 
Foram retiradas as folhas externas e a ponteira para a obtenção dos cilindros 
iniciais, de aproximadamente 10 mm de diâmetro e 200 mm de comprimento. A 
desinfestação dos palmitos foi realizada em câmara de fluxo vertical, com três 
lavagens com água deionizada estéril, um min em álcool 70%, 20 min em hipoclorito 
de sódio a 2% com duas gotas de detergente neutro líquido e mais três lavagens de 
água deionizada estéril. As pontas e folhas externas foram retiradas, permanecendo 
um cilindro interno de 8 X 150 mm. Os explantes foram padronizados com 





3.2.2 Meio de indução e condições de cultura in vitro 
 
No primeiro experimento, o meio de cultura utilizado foi o MS (MURASHIGE e 
SKOOG, 1962) com cinco concentrações da auxina 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D): 
1, 3, 9, 16 e 27 µM. Para o segundo experimento, utilizou-se o meio MS com as 
concentrações de 3, 9 e 16 µM de 2,4-D. Todos os meios foram suplementados com 
30 g.L-1 de sacarose, 7 g.L-1 de ágar e o pH ajustado para 5,8 ± 0,1. Os meios foram 
esterilizados em autoclave a 121 °C, 1,5 atm por 20 min.  
Foram utilizados frascos com capacidade para 200 mL, com tampa de 
polipropileno, contendo 50 mL de meio de cultura em cada frasco. Para cada 
concentração de 2,4-D foram utilizados 10 frascos, com 5 explantes. Os 
experimentos foram colocados em sala de crescimento, no escuro, com temperatura 
de 25°C ± 2°C, por 40 dias para primeiro experimento e 30 dias para o segundo. 
A cada 10 dias, foram avaliados a formação de calos embriogênicos, calos 
não embriogênicos e a oxidação dos explantes. Os calos embriogênicos foram 
transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura MS, com a mesma 
concentração que lhe deu origem. Os calos foram mantidos na ausência de luz por 
30 dias, para aumentar a proliferação das massas embriogênicas e a eliminação dos 
calos não embriogênicos. 
 
3.2.3 Regeneração do material vegetal 
 
Após os 30 dias em placas de Petri, os calos embriogênicos que não 
oxidaram foram transferidos para frascos com capacidade de 200 mL com tampa de 





de crescimento vegetal. O material foi colocado em sala de crescimento, em 
luminosidade de 57 µmol.m-2.s-1, medido com luxímetro FLUKE 5500A. O 
fotoperíodo foi de 16 horas, e a temperatura de 25°C ± 2°C. 
 
3.2.4 Aclimatização do material regenerado 
 
As plântulas foram retiradas dos meios de cultura, separadas em câmara de 
fluxo vertical e colocadas em bandeja com água deionizada estéril para evitar a 
perda de água. As raízes foram lavadas para retirar o excedente de meio de cultura 
e colocadas em bandeja de alumínio, com 100 mL de água deionizada, sendo 
vedada com saco plástico transparente para manter a umidade das plântulas. Estas 
foram colocadas sob as mesmas condições de luminosidade, temperatura e 
fotoperíodo citados anteriormente, permanecendo por 15 dias. 
Após esse período, as plântulas foram transferidas para tubetes de 
polipropileno preto, de 125 x 34 mm, contendo substrato comercial Plantmax HT®, 
sendo mantidas em casa de vegetação climatizada com nebulização duas vezes ao 
dia durante 15 min, temperatura variando entre 28 a 35°C e UR 60%. Aos 30 e 60 
dias, as plântulas receberam suplementação da solução líquida do meio MS, 
contendo os macro e micronutrientes e as vitaminas, para auxiliar na sua nutrição e 
desenvolvimento. Aos 90 dias, as plântulas foram transferidas para sacos de 









3.2.3 Análise estatística 
 
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) 
e a homogeneidade dos dados foi analisada pelo teste de Bartlett. Os dados foram 
submetidos à análise de variância e as médias foram comparadas pelo teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Foi utilizando o programa computacional 





3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.3.1 Clone RB986419 
 
Explantes de folhas imaturas de cana-de-açúcar, clone RB986419, originaram 
26% de calos embriogênicos quando cultivados em meio MS suplementado com 9 
µM de 2,4-D (Tabela 1). Esses calos tinham um aspecto compacto, amerelado e 
nodular (Figura 1A e 1B) e de fácil separação, de forma semelhante às descritas por 
ARENCIBIA et al. (1995) e LIMA et al. (2001). A utilização de reguladores vegetais 
em meio de cultura, como o 2,4-D, é fundamental na embriogênese somática de 
cana-de-açúcar, pois influencia na obtenção de embriões somáticos e na 
regeneração das plântulas (LAKSHMANAN, 2006; DE VITA, 2008).  
A desdiferenciação dos explantes foi observada a partir do 5° dia após a 
implantação do experimento, em todos os meios de indução e a formação de calos 
não embriogênicos ocorreu, visualmente, após 15 dias de cultivo in vitro. Os 
tratamentos de 1, 3, 9 e 27 µM de 2,4-D, não diferiram estatisticamente (Tabela 1). 
Entretanto, meio MS acrescido de 1 µM, formou uma elevada quantidade de calos 
(60%), porém esses tinham um aspecto mucilaginoso, que segundo a literatura não 
originam calos embriogênicos (ARENCIBIA et al., 1995; LIMA et al., 2001; GARCIA 
et al., 2007) e plântulas (GARCIA et al., 2007). HO e VASIL (1983) relatam que o 
2,4-D, utilizado em altas concentrações no meio de cultura, acarreta na formação 
desses calos mucilaginosos e que, para o desenvolvimento de calos embriogênicos, 








TABELA 1.  Efeito do 2,4-D na indução de calos embriogênicos, em explantes de 
cana-de-açúcar, clone RB986419, após 40 dias de cultura. 
 




Embriogênicos Calos Oxidados 
1 0 c 60 a 80 a 
3 4 b 34 ab 94 a 
9 26 a 48 ab 74 a 
16 10 b 22 b 80 a 
27 0 c 28 ab 96 a 
C.V. (%) 50,2 20,1 27,6 
Médias seguidas de letras idênticas na mesma coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de 
probabilidade. 
 
Os explantes desse clone apresentaram elevada porcentagem de oxidação, 
não demonstrando diferença significativa para essa variável. Em alguns frascos, foi 
observada a necrose dos explantes. Porém, na maioria dos casos, essa oxidação 
ocorreu somente na folha externa do explante, com coloração variando do marrom 
claro ao escuro, permanecendo o centro deste com uma cor amarelada ou bege, 
apresentando formação de massas calosas. A oxidação de explantes pode ser 
ocasionada pelos componentes do meio de cultura como o ferro, cobre e zinco 
(UTINO et al., 2001). No meio MS as concentrações desses micronutrientes é 
elevada, se comparada com outros meios de cultura, como o WPM (NUNES et al., 
2002).  
A transferência das massas calosas formadas no meio de indução inicial para 
o mesmo meio de cultura e concentração de 2,4-D, em placas de Petri, resultaram 
em um desenvolvimento de calos embriogênicos e regeneração precoce de 
brotações no tratamento de 9 µM (Figura 1C). Após 20 dias nesse meio de cultura, 
as massas de calos oxidaram e houve perda de todo material, sem desenvolvimento 
de novas plântulas. As brotações que foram transferidas para meio de regeneração 





massas celulares que possuem maturação precoce levam a plântulas pouco 
desenvolvidas e com dificuldade de se converter em plantas normais. 
 
TABELA 2.  Efeito do 2,4-D na indução de calos embriogênicos, em explantes de 
RB986419, de cana-de-açúcar, após 30 dias de cultivo in vitro. 
 






3 28 b 34 b 98 a 
9 80 a 66 a 54 b 
16 20 b 40 b 88 a 
C.V. (%) 65,7 63,1 23,8 
Médias seguidas de letras idênticas na mesma coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de 
probabilidade. 
 
Para o segundo experimento, a maior porcentagem de calos embriogênicos 
obtida foi de 80%, utilizando-se 9 µM de 2,4-D, diferindo estatisticamente dos 
demais tratamentos (Tabela 2). Essa indução de calos embriogênicos foi mais 
rápida, aproximadamente duas semanas antes do que a observada no primeiro 
experimento, para todos os tratamentos testados. 
Vários estudos, com diferentes genótipos de cana-de-açúcar, mostram que as 
respostas do material vegetal in vitro são distintos (CIDADE et al., 2006), sendo esse 
um fator de grande influência na obtenção de material micropropagado. Porém, 
outros fatores que determinam as diferentes porcentagens de formação das massas 
calosas é a idade fisiológica do material a campo e a posição de retirada dos 
explantes da planta matriz (HO e VASIL, 1983), indicando que o resultado 
observado para calos embriogênicos ocorreu pela diferença na época em que o 





Houve uma redução na taxa oxidativa dos explantes, 54% para a 
concentração de 9 µM de 2,4-D, com elevada porcentagem, 66%, de formação de 
calos não embriogênicos (Tabela 2).  
Foi observado a formação de raízes em calos induzidos em meios de cultura 
em concentração de 3 µM de 2,4-D. Isso se deve pela provável falta de citocininas 
no meio de cultura e concentrações elevadas de auxina presentes explante somado 
com as auxinas no meio nutritivo, influenciando diretamente os processos 
fisiológicos e bioquímicos do material in vitro (SILVEIRA et al., 2006; DIAS et al., 
2009), desenvolvendo raízes ao invés de proliferar calos embriogênicos. 
Os calos embriogênicos colocados em meio de regeneração desenvolveram 
brotações após 15 dias. Essas brotações alongaram e formaram raízes aos 46 dias 
de cultivo in vitro. Dos 80% de calos embriogênicos formados na concentração de 9 
µM de 2,4-D (Tabela 2), apenas 28% desenvolveram plântulas no clone RB986419 e 
foram aclimatizadas. Não houve o desenvolvimento de plântulas nos demais 
tratamentos. A aclimatização realizada foi eficiente, não ocasionando perda de 
nenhuma planta durante o processo. Não foram observadas diferenças fenotípicas 
nas plantas após o desenvolvimento ex vitro e permanência em casa de vegetação. 
 
3.3.2 Cultivar RB966928 
 
A formação de calos embriogênicos, para o cultivar RB966928, ocorreu 
utilizando as concentrações de 9, 16 e 27 µM de 2,4-D, onde 24, 30 e 18% dos 
explantes formaram calos embriogênicos (Tabela 3). Os primórdios desses calos, de 
coloração amarelada e compactos (Figura 2B), foram visíveis 20 dias após a 





          
 
FIGURA 1.  Etapas da regeneração de cana-de-açúcar, clone RB986419. 
Desenvolvimento inicial de calos embriogênicos (A); Detalhe do calo embriogênico 
(B); calo embriogênico com brotações (C); Desenvolvimento inicial de plântulas (D); 
Desenvolvimento e enraizamento in vitro das plântulas (E); Plantas em casa de 





A desdiferenciação dos explantes ocorreu uma semana após a inoculação. 
Esse cultivar desenvolveu muitos calos não embriogênicos, com aspecto 
mucilaginoso, nas concentrações de 3 a 27 µM de 2,4-D. Esses calos são macios e 
não friáveis, se desmancham facilmente e não dão origem aos calos embriogênicos, 
pois sua composição bioquímica é diferente (RODRÍGUEZ et al. 1995; NIEVES et 
al., 2003). Com relação à oxidação do material, os níveis foram elevados para todos 
os tratamentos testados, tanto no primeiro (Tabela 3), quanto no segundo 
experimento (Tabela 4), não havendo diferenças significativas em função das doses 
de 2,4-D. 
 
TABELA 3.  Efeito do 2,4-D na indução de calos embriogênicos, no cultivar 
RB966928 de cana-de-açúcar, após 40 dias de cultivo in vitro. 
 




Embriogênicos Calos Oxidados 
1 0 c 26 b 100 a 
3 8 b 54 ab 88 a 
9 24 ab 58 ab 90 a 
16 30 a 76 a 84 a 
27 18 ab 60 ab 78 a 
C.V. (%) 17,1 10,6 5,5 
Médias seguidas de letras idênticas na mesma coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de 
probabilidade. 
 
Essa oxidação ocorre pela lesão nos tecidos para a retirada dos explantes, 
formado polifenóis, que formam quinonas e substâncias fitotóxicas inibidoras do 
crescimento celular, aumentando assim o escurecimento dos explantes (AMORIN, 
1985, in UTINO, et al., 2001). A redução dessa oxidação eleva a porcentagem de 
formação de massas calosas no material vegetal. 
Houve brotações precoces em explantes de 3 µM de 2,4-D, observados após 





Possivelmente, a quantidade de citocinina do material vegetal era elevada, enquanto 
que a concentração de auxina presente no meio de cultura estava baixa. Essa 
diferença no balanço hormonal auxilia nas brotações precoces. Para evitar esse 
resultado antecipado, quantidades elevadas de 2,4-D devem ser utilizadas no meio 
de indução (LAKSHMANAN et al., 2006). 
A transferência dos explantes com calos embriogênicos para as placas de 
Petri, resultaram em um maior desenvolvimento inicial da embriogênese somática no 
cultivar. Porém, após 15 dias nesse meio de cultura, os explantes sofreram 
oxidação, acarretando na morte das massas embriogênicas. MACEDO (2010) 
obteve altas taxas de oxidação do material submetidos ao tratamento de maturação 
dos calos embriogênicos após 7 dias de cultivo in vitro. 
Foi observada a formação de plântulas albinas em meio de cultura com 3 µM 
de 2,4-D, após uma semana in vitro. Não houve desenvolvimento dessas plântulas e 
as massas calosas que lhe deram origem também sofreram oxidação. 
O segundo experimento foi realizado com as concentrações de 2,4-D que 
apresentaram as melhores porcentagens para obtenção de calos embriogênicos (3, 
9 e 16 µM). Apesar do RB966928 possuir melhores resultados de formação dessas 
massas calosas em 27 µM (Tabela 3), esses não regeneraram plântulas, ao 
contrário de 3 µM de 2,4-D que, com apenas 8% desses calos formados, teve 
grande quantidade de brotações. Assim foram padronizadas as concentrações para 
repetição do experimento. 
Comparando a formação de calos embriogênicos do primeiro experimento 
(Tabela 3), a repetição deste mostrou que a indução da embriogênese somática foi 
superior, principalmente para os três tratamentos analisados. Resultado semelhante 





material vegetal utilizado pode ter influenciado nos resultados superiores do 
segundo experimento. 
 
TABELA 4.  Efeito do 2,4-D na indução de calos embriogênicos, no cultivar 
RB966928 de cana-de-açúcar, após 30 dias de cultivo in vitro. 
 






3 27 ab 54 b 94 a 
9 33 ab 66 ab 96 a 
16 41 a 80 a 84 a 
C.V. (%) 78,7 49,7 18,5 
Médias seguidas de letras idênticas na mesma coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de 
probabilidade. 
 
Após a transferência para meio de regeneração foi observado o início das 
brotações, a partir do 15° dia. O desenvolvimento das plantas e enraizamento 
ocorreram a partir do 46° dia. Dos três tratamentos realizados para o cultivar 
RB966928, a formação de plântulas ocorreu somente na concentração de 16 µM, 
com 68% plântulas.  
As plântulas em casa de vegetação provenientes de cultura de tecidos, 
suplementadas com meio MS líquido a cada 30 dias, não demonstraram nenhuma 






   
 
FIGURA 2.  Etapas da regeneração do cultivar RB966928. Calos embriogênicos (A), 
brotações de plântulas em meio de regeneração (B), plantas de cana-de-
açúcar in vitro enraizadas (C) e desenvolvimento em casa de vegetação 







• Para o clone RB986419, recomenda-se a utilização de 9 µM de 2,4-D para a 
obtenção de calos embriogênicos; 
• Para o cultivar RB966928 é recomendado a utilização de 16 µM de 2,4-D para 
a obtenção de calos embriogênicos; 
• Houve 28% de sobrevivência de plântulas para o clone RB986419 e 68% 
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4 CAPÍTULO II: INTENSIDADE LUMINOSA E CONCENTRAÇÕES DE 2,4-D NA 




A cana-de-açúcar é uma cultura muito plantada em regiões tropicais e 
subtropicais e possui como principais produtos o etanol e o açúcar. O Brasil é o 
maior produtor mundial, e a cultura está inserida em diversos programas de 
melhoramento genético. A cultura de tecidos auxilia na obtenção de plantas livres de 
patógenos e possibilita a transformação genética de plantas. Para isso, são 
necessários protocolos para obtenção de embriogênese somática definidos, 
otimizados e adaptados a cada cultivar estudado. Entretanto, há vários fatores que 
influenciam no cultivo in vitro, entre eles está a luminosidade. Assim, o objetivo do 
trabalho foi avaliar a formação de calos embriogênicos em diferentes ambientes 
luminosos e concentrações de 2,4-D do cultivar RB855156. Folhas imaturas com 10 
meses foram utilizadas como fonte de explantes e a desinfestação foi realizada com 
álcool 70%, solução de hipoclorito a 2% e lavagens com água deionizada estéril. O 
meio de cultura foi MS com três concentrações de 2,4-D (3, 9 e 16 µM) e os 
explantes foram seccionados em tamanhos de 8 x 4 mm. Os frascos foram 
colocados em quatro ambientes para a formação dos calos embriogênicos: 
iluminado (57 µmol.m-2.s-1), pouca luz (15 µmol.m-2.s-1), penumbra (0,4 µmol.m-2.s-1) 
e escuro (0 µmol.m-2.s-1). A formação de calos embriogênicos ocorreu em todas as 
concentrações de 2,4-D e ambientes analisados, porém os explantes condicionados 
no escuro tiveram a maior formação de calos embriogênicos (entre 24 e 26%). Calos 
embriogênicos formados em ambiente iluminado e de pouca luz induziram brotações 
cinco dias antes daquelas provenientes de calos embriogênicos condicionados 
anteriormente em penumbra e escuro após transferência para meio de regeneração. 
Calos embriogênicos tiveram melhor formação em ambiente sem iluminação, em 
todas as concentrações de 2,4-D testadas e esse ambiente auxiliou na diminuição 
da oxidação dos explantes. 
 





4 CHAPTER II: LIGHT INTENSITY AND CONCENTRATION OF 2,4-D IN SOMATIC 




Sugarcane is a crop widely cultivated in tropical and subtropical regions and 
has with main products the sugar and the ethanol. Brazil is the largest producer in 
the world and this culture is inserted in various breeding program. The tissue culture 
help in the achievement of plant free of pathogen and enables the genetic 
transformation of plant. For the achievement of transgenic plants is necessary define 
and optimize protocols of in vitro regeneration for each studied cultivar. However 
there are several factors that influence the in vitro culture, among them is the 
luminosity. Thus the aim of this work was evaluate the formation of embryogenic 
callus in the RB855156 cultivar treated with different concentrations of 2,4-D and 
different light environments. Immature leaves, extracted of plants with 10 months old, 
were used as source of explants. The leaves were disinfected with sterile water, 
alcohol 70% and hypochlorite at 2%. The culture media was MS (Murashige and 
Skoog, 1962) with three concentrations of 2,4-D (3, 9 and 16 µM) and the explants 
were cut in size of 8 x 4 mm. After the isolation the flasks were placed in different 
light environments: light (57 µM.m-2.s-1); half-light (15 µM.m-2.s-1); shade (0.4 µM.m-
2.s-1) and dark (0 µM.m-2.s-1). The formation of embryogenic callus occurred in all 2,4 
D concentrations and environment studies, however the explants placed on dark had 
higher concentrations of embryogenic callus (between 24 and 26%). Embryogenic 
callus formed in light and low light environment induced shoots five days before that 
callus obtained on shade and dark environment. Embryogenic callus had better 
formation in environments without light in all 2,4-D concentration, and this 
environment help to decrease the explants oxidation. 
 







A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma cultura de grande importância, e 
cultivada em larga escala nas regiões tropicais e subtropicais. Também é a principal 
matéria prima para a produção de açúcar e etanol. O Brasil é o maior exportador 
mundial de açúcar, motivo principal para a cultura estar freqüentemente inserida em 
programas de melhoramento genético (CIDADE et al., 2006).  
Uma das preocupações de programas de melhoramento genético é a 
obtenção de cultivares com alta precocidade de maturação. Com uma riqueza 
agrícola, alta resistência as principais doenças e elevada produtividade, o RB855156 
é um dos principais cultivares plantados para colheita de início de safra (RIDESA, 
2010). 
A regeneração in vitro é um método que utiliza pequenos órgãos, tecidos ou 
segmentos foliares para formação e manutenção de plantas em ambiente controlado 
(GUERRA e NODARI, 2006). Esse método auxilia na obtenção de plantas 
geneticamente transformadas através de embriogênese somática. Desta forma, são 
necessários protocolos de regeneração adaptados e responsivos para cada cultivar 
de cana-de-açúcar estudado. 
Os reguladores de crescimento vegetal, acrescidos ao meio de cultura, são a 
forma mais utilizada para se induzir resposta morfogenética em tecidos vegetais in 
vitro (JIMÉNEZ, 2005). Dentro deste grupo, as auxinas sintéticas são utilizadas para 
se obter calos embriogênicos, sendo o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) o 
principal regulador vegetal utilizado para a cultura da cana-de-açúcar 
(CHENGALRAYAN e GALLO-MEAGHER, 2001; LAKSHMANAN, 2006; GARCIA et 





no meio de cultura induz a formação de calos e apresenta uma resposta favorável 
na obtenção de calos embriogênicos.  
A embriogênese somática pode ser afetada, positivo ou negativamente, por 
alguns fatores como, por exemplo: o tipo de explante, a composição do meio 
nutritivo, temperatura e a luminosidade (GUERRA et al., 1999; HUTCHINSON et al., 
2000; GARCIA et al., 2007).  
A luz regula o desenvolvimento vegetal, processo que é denominado de 
fotomorfogênese (KENDRICK e KRONENBERG, 1994). Segundo ECONOMOU e 
READ (1987) há interferência pela luz nesse processo por meio do comprimento de 
onda, intensidade luminosa ou fluxo de fótons e fotoperíodo, tanto in vitro como ex 
vitro. Sendo um fator determinante no desenvolvimento vegetal (GUERRA et al., 
1999), não há muitos estudos e descrições da influência da luminosidade sobre a 
formação de calos embriogênicos em cana-de-açúcar. GARCIA et al. (2007) relata 
que a luz influência na resposta dos explantes aos reguladores de crescimento 
vegetal, e que a indução de calos embriogênicos é conseguida no escuro. 
O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentrações de 2,4-






4.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.2.1 Origem do material e assepsia  
 
Segmentos de folhas imaturas de cana-de-açúcar, cultivar RB855156, foram 
utilizados como explantes. Estes segmentos foram retirados do ápice de plantas 
com 10 meses de idade, provenientes de plantas cultivadas na Estação 
Experimental de Paranavaí, localizado no município de Paranavaí – PR. Os testes 
foram realizados no Laboratório de Micropropagação de Plantas, do Departamento 
de Fitotecnia e Fitossanitarismo, situado no Setor de Ciências Agrárias na 
Universidade Federal do Paraná – UFPR. 
Cilindros de aproximadamente 8 x 150 mm foram desinfestados em câmera 
de fluxo vertical da seguinte forma: três lavagens com água deionizada estéril, um 
minuto em álcool 70%, vinte minutos em hipoclorito de sódio 2% contendo duas 
gotas de detergente neutro líquido e três lavagens com água deionizada estéril. Os 
palmitos foram cortados, retirando as ponteiras e as folhas mais externas para a 
obtenção dos explantes de 4 mm de comprimento. Os tratamentos foram realizados 
com 10 repetições e cinco explantes em cada frasco. 
 
4.2.2 Meio de indução e condições de cultura in vitro 
 
O meio de cultura utilizado foi MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com três 
concentrações da auxina 2,4-D: 3, 9 e 16 µM, acrescido de 30 g.L-1 de sacarose e 7 
g.L-1 de ágar. O pH foi ajustado para 5,8 ± 0,1. Os meios foram esterilizados em 





Os frascos foram colocados em sala de crescimento, sob temperatura de 
25°C ± 2°C, com fotoperíodo de 16 horas, para a indução da embriogênese 
somática nos seguintes ambientes, sendo a irradiância de fótons medida com 
luximetro FLUKE 5500A: 
• Ambiente iluminado – 57 µmol.m-2.s-1; 
• Ambiente de pouca luz – 15 µmol.m-2.s-1; 
• Ambiente de penumbra – 0,4 µmol.m-2.s-1; 
• Ambiente escuro - 0 µmol.m-2.s-1. 
 
4.2.3 Regeneração in vitro e condições ex vitro 
 
Após 40 dias de cultivo in vitro em meio de indução, as massas 
embriogênicas foram transferidas para meio de cultura MS sem adição de regulador 
de crescimento (meio de regeneração). Todos os frascos, independente do local de 
indução inicial, foram colocados sob intensidade luminosa de 57 µmol.m-2.s-1 para a 
regeneração das plântulas, em temperatura de 25°C ± 2°C e fotoperíodo de 16 h. 
Aos 30 dias, as plântulas formadas foram separadas e colocadas em novo 
meio de regeneração para a formação de raízes. Após essa formação, as plântulas 
foram separadas novamente e colocadas em uma bandeja com água deionizada 
para evitar a perda de água. As raízes foram lavadas para retirada do excedente do 
meio de cultura. As plântulas foram colocadas em bandeja de alumínio, com 100 mL 
de água deionizada, e vedada com saco plástico transparente, para manter a 
umidade das mesmas. O material foi colocado em sala de crescimento, nas mesmas 





Com uma semana de aclimatização, as plântulas foram transferidas para 
tubetes, de 125 x 34 mm, contendo o substrato comercial Plantmax HT® e colocadas 
em casa de vegetação, com duas nebulizações ao dia, temperatura variando entre 
28° e 35°C e UR de 60%. Aos 30 e 60 dias, as plântulas receberam suplementação 
de solução líquida do meio MS, contendo os macro e micronutrientes e as vitaminas, 
para auxiliar na sua nutrição e desenvolvimento. Após 60 dias, as plântulas foram 
transferidas para sacos de 16 x 22 cm de mudas, com o mesmo substrato anterior. 
 
4.2.4 Análise estatística 
 
Os dados foram analisados segundo um delineamento inteiramente 
casualizado (DIC) com arranjo fatorial 4 x 3 (diferentes luminosidades x 
concentração de 2,4-D) dos tratamentos. Os dados foram submetidos à análise de 
variância e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade. Foi utilizando o programa computacional MSTAT (versão 2.1 – 






4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A interação dupla entre os fatores luminosidade e concentração de 2,4-D foi 
estatisticamente significativa para as três variáveis analisadas, indicando que esses 
fatores foram dependentes (Tabela 5).  
 
TABELA 5. Análise de variância dos dados da porcentagem de explantes 
provenientes do palmito de cana-de-açúcar, cultivar RB855156, 
analisadas em diferentes concentrações de 2,4-D e luminosidade, por 
40 dias em meio de indução.  
 
Fontes de Variação G.L. 
Q.M. 
Calos 
Embriogênicos Calos Oxidação 
Fator Luminosidade (A) 3 1122.431** 1315.556** 6354.167** 
Fator 2,4-D (B) 2 556.458** 3430.000** 330.833* 
Interação AxB 6 440.347** 3825.556** 1464.167** 
Erro 108 19.931 84.444 2591.742 
Total 119    
Coeficiente de Variação (%)   27,40 10,94 10,83 
Teste Bartlett (X²)   16,47ns  5,69ns 13,72ns 
ns = não significativo ao nível de 5% de probabilidade 
* = significativo ao nível de 5% de probabilidade 
** = significativo ao nível de 1% de probabilidade  
 
A maior formação de calos embriogênicos ocorreu em ambiente sem 
iluminação para todas as concentrações de 2,4-D testadas (Tabela 6). Analisando 
essa formação nos diferentes ambientes, mas com mesma concentração de 2,4-D, 
observa-se que em 9 µM da auxina não houve diferença estatística entre ambiente 
iluminado e escuro (24 e 26% respectivamente). Na concentração de 16 µM de 2,4-
D, as maiores porcentagens foram em ambiente iluminado (19%), de pouca luz 
(24%) e de escuro (24%). Essas variações de respostas in vitro demonstram que 





necessário ajustar a melhor concentração e fotoperíodo para a obtenção dos 
embriões somáticos. 
GARCIA et al. (2007) relatam que o 2,4-D pode induzir calos embriogênicos 
no escuro e na luz, porém sob iluminação observaram a formação de organogênese 
indireta e formação de massas pró-embriogênicas que não chegaram à maturidade.  
 
TABELA 6.  Porcentagem média de explantes formando calos embriogênicos em 
cana-de-açúcar, comparando meio de indução e luminosidade. 
 
Ambiente 
Concentração de 2,4-D (µM) 
3 9 16 
Iluminado 8 bc C 24 a A 19 a B 
Pouca Luz 4 c B 8 c B 24 a A 
Penumbra 12 b AB 14 b A 8 b B 
Escuro 24 a A 26 a A 24 a A  
Médias seguidas da mesma letra maiúscula na linha e minúsculas na coluna, não diferem significativamente 
entre si ao nível de 5% de probabilidade. 
 
Visualmente foi observado que, em frascos mantidos no escuro, esses calos 
tiveram uma maior formação de calos embriogênicos, com o aspecto nodular, 
compactos e de coloração mais amarelada (Figura 3A). Nos demais ambientes, os 
calos apresentaram coloração esbranquiçada (Figura 3C), muitas vezes com 
pontuações arroxeadas e aspecto mais arredondado (Figura 3D).  
 
TABELA 7.  Porcentagem média de explantes formando calos não embriogênicos 
em cana-de-açúcar, comparando meio de indução e luminosidade. 
 
Ambiente 
Concentração de 2,4-D (µM) 
3 9 16 
Iluminado 48 b B 84 bc A 92 ab A 
Pouca Luz 52 b B 100 a A 100 a A 
Penumbra 96 a A 90 ab AB 82 a B 
Escuro 98 a A 76 c B 90 ab A 
Médias seguidas da mesma letra maiúscula na linha e minúsculas na coluna, não diferem significativamente 






Com relação à formação de calos não embriogênicos, com exceção dos 
ambientes iluminado e de pouca luz em concentração de 3 µM de 2,4-D, os demais 
ambientes testados resultaram em uma alta formação dessas massas calosas 
(Tabela 7). Aparentemente, para essa concentração de 2,4-D, aumentou a formação 
de calos não embriogênicos com a redução da luminosidade. Esse fator não foi 
observado para os outros tratamentos. Em 9 µM de 2,4-D sob pouca luz, houve 
formação calos em 100% dos explantes. Porém, em 16 µM da auxina, não houve 
diferença estatística para nenhum ambiente analisado. O aspecto desses calos eram 
mucilaginosos, macios e não friáveis, amplamente relatado na literatura (HO e 
VASIL, 1983; LIMA et al., 2001; GANDONOU et al., 2005; GARCIA et al., 2007). 
Houve uma redução na oxidação dos explantes colocados no escuro para os 
tratamentos de 3 e 9 µM de 2,4-D, sem diferença estatística para 16 µM em 
ambiente luminoso e escuro (Tabela 8). A incubação no escuro é realizada 
principalmente por auxiliar na redução da taxa oxidativa dos explantes. Uma vez 
controlado esse fator, a embriogênese somática é alcançada com maior facilidade 
em cana-de-açúcar (SILVA et al., 2001). 
 
TABELA 8.  Porcentagem média de explantes oxidados em cana-de-açúcar, 
comparando meio de indução e luminosidade. 
 
Ambiente 
Concentração de 2,4-D (µM) 
3 9 16 
Iluminado 81 b B 100 a A 68 b C 
Pouca Luz 88 b B 100 a A 100 a A 
Penumbra 100 a A 82 b B 94 a A 
Escuro 54 c B 64 c A 72 b A 
Médias seguidas da mesma letra maiúscula na linha e minúsculas na coluna, não diferem significativamente 
entre si ao nível de 5% de probabilidade. 
 
Segundo GARCIA et al. (2007), a luz pode mudar o caminho regenerativo da 





resposta ao regulador de crescimento vegetal. Essa hipótese pode ter ocorrido com 
os calos formados em ambiente iluminado e de pouca luz, uma vez que as 
brotações foram observadas cinco dias antes daquelas provenientes de calos 
embriogênicos condicionados anteriormente de penumbra e escuro. As brotações 
tiveram início no 15° dia para luz e pouca luz e 20° dia para penumbra e escuro, 
após inoculadas em meio de regeneração. 
As brotações provenientes de indução em ambiente iluminado e de penumbra 
sofreram oxidação, ocasionando a morte dos explantes. Os calos formados em 
pouca luz e escuro tiveram uma porcentagem de regeneração de 28 e 40 plântulas, 
respectivamente. A elongação das plântulas e o enraizamento das touceiras 
ocorreram a partir de 45 dias pós subcultivo.  
As plântulas em casa de vegetação provenientes de cultura de tecidos, 









      
FIGURA 3.  Etapas da regeneração do cultivar RB855156. Formação de calos em 
ambiente iluminado (A), calos de aspecto translúcidos formados em 
ambiente de pouca luz (B), calos de coloração esbranquiçada 
formados em ambiente de penumbra (C), calos embriogênicos 
formados no escuro (D), regeneração de plântulas in vitro (E) e 







• Calos embriogênicos tiveram melhor formação em ambiente sem iluminação, 
nas concentrações de 3, 9 e 16 µM de 2,4-D, sendo recomendado assim a 
utilização da menor concentração (3 µM) em função da economia de 
regulador de crescimento vegetal; 
• A ausência de luz promoveu uma redução da oxidação dos explantes em 3 e 
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5 CAPÍTULO III: INFLUÊNCIA DO MEIO DE CULTURA E 2,4-D NA 





A cana-de-açúcar é uma das principais culturas brasileiras, com uma grande 
área plantada e seus principais produtos são o açúcar e o etanol. Com o aumento 
das exportações de açúcar, tem-se buscado elevar a produtividade das lavouras 
através do melhoramento genético. Uma possibilidade para obtenção de cana-de-
açúcar mais resistente a estresses bióticos e abióticos é a transformação genética. 
Para isso, são necessários protocolos de regeneração in vitro de plantas bem 
definidos e otimizados. O objetivo deste trabalho foi analisar a influência do meio de 
cultura, e diferentes concentrações de 2,4-D para o cultivar RB72454 de cana-de-
açúcar, na formação de calos embriogênicos. Foram utilizados como fonte de 
explantes, folhas imaturas com 10 meses de idade provenientes do município de 
Paranavaí – PR. A desinfestação foi realizada com álcool 70%, hipoclorito a 2% com 
duas gotas de detergente líquido e lavagens com água deionizada estéril. Os 
explantes foram retirados de cilindros foliares de 8 x 150 mm segmentado em 4 mm. 
Foi realizado um experimento em bifatorial testando o meio de cultura (MS, MS/2 e 
MS/Fe) e cinco concentrações de 2,4-D (1, 3, 9, 16 e 27 µM). Todos os frascos 
permaneceram no escuro até a formação dos calos embriogênicos. Houve interação 
significativa para as três variáveis analisadas. A formação de calos embriogênicos 
teve melhores resultados em meio MS/2, nas concentrações de 9 e 16 µM (52 e 
50% respectivamente). A oxidação foi reduzida em concentrações de 9, 16 e 27 µM 









5 CHAPTER III: THE INFLUENCE OF CULTURE MEDIUM AND 2,4-D IN SOMATIC 




Sugarcane is one of the major Brazilian crops and had a big planted area with 
the sugar and ethanol as the products. Due the increase in sugar export, the raise of 
the yield have been search through the breeding programs. One possibility for the 
achievement of sugarcane more resistant to biotic and abiotic stress is the genetic 
transformation. For this reason is necessary define and optimize protocols of in vitro 
regeneration. The aim of this work was analyze the influence of the culture media 
and different concentrations of 2,4-D in the formation of embryogenic callus in the 
RB72454 sugarcane cultivar. Immature leaves with 10 months old were used as 
source of explants. The leaves were disinfected with sterile water, alcohol 70% and 
hypochlorite at 2% with two drops of detergent. Leaf cylinders with 0,8 x 1,5mm, 
sliced in 4mm was placed on culture media according to the treatment used. The 
experimental design was a bi-factorial with three culture media (MS, MS half-strength 
and MS half-iron) and five concentrations of 2,4-D (1, 3, 9, 16 and 27 µM). All flasks 
kept in the dark until the formation of embryogenic callus. There was significant 
interaction among the three parameters. The formation of embryogenic callus 
presented better results in MS half-strength media, in concentrations of 9 and 16 µM 
(52 and 50% respectively). The oxidation was reduced in the concentrations of 16 
and 27 µM of 2,4-D and in MS half-strength media. 
 






5.1  INTRODUÇÃO 
 
A cana-de-açúcar é uma monocotiledônea, pertencente à família Poaceae, 
muito importante economicamente por possuir como principais produtos, o açúcar e 
etanol. É a umas das culturas mais plantadas no Brasil, com uma área plantada 
aproximada de 8.167,5 mil hectares e a produção estimada em 651.514,3 mil 
toneladas de cana moída. O Paraná é o terceiro maior produtor nacional, com 
aproximadamente 48.786,8 mil toneladas de cana moída em todo o estado (CONAB, 
2010). 
Um cultivar muito plantado no Brasil é o RB72454, liberado para plantio em 
1979. Se destacou por anos por possuir características como a alta resistência a 
ferrugem marrom (Puccinia melanocephala), boa germinação de colmos e baixo 
florescimento. Com maturação média e alto teor de sacarose, matem boas 
características para colheita ao longo do período de safra (RIDESA, 2010). 
Com o aumento das exportações e cultivo da cultura para a produção de 
etanol, ocorreu uma ampliação das pesquisas em cana-de-açúcar. O melhoramento 
genético tradicional visa à obtenção de cultivares mais resistentes a estresses 
bióticos e abióticos. Porém, a herança de características pela cultura é muito 
complexa, dificultando estudos de identificação e modo de ação de genes individuais 
(MATSUOKA et al., 1999). A engenharia genética vem como uma forma de auxiliar 
na introdução de genes com características desejáveis (JOYCE et al., 2010) e 
reduzir o tempo de obtenção de cultivares elite de cana-de-açúcar. 
Para a transformação genética de cana-de-açúcar, são necessários 
protocolos de regeneração in vitro definidos e otimizados. Sendo essa espécie um 





quanto in vitro, onde a resposta morfogenética é muito influenciada pelo genótipo. 
Deste modo, os protocolos de regeneração in vitro devem ser adaptados a cada 
cultivar a ser propagado. 
A embriogênese somática é o caminho pelo qual células somáticas se 
desenvolvem em estruturas que se assemelham a embriões zigóticos, isto é, 
estruturas bipolares e sem ligação ao tecido vascular (JIMÉNEZ, 2005). Essa é a 
estrutura celular mais utilizada para a obtenção de plantas genéticamente 
modificadas em cana-de-açúcar (LAKSHMANAN, 2006; JOYCE et al., 2010), pois 
pode ser utilizada tanto para a transformação direta de plantas, por biobalística 
(BOWER e BIRCH, 1992; GALLO-MEAGHER e IRVINE, 1996; FALCO et al., 2000; 
MOLINARI et al, 2007) quanto a indireta, por Agrobacterium tumefaciens 
(MANICKAVASAGAM et al., 2004; JOYCE et al., 2010).  
A indução de um tecido vegetal in vitro é realizada com o uso de reguladores 
de crescimento vegetal, mais usualmente as auxinas sintéticas. Esses são 
considerados os mais importantes hormônios na regulação da embriogênese 
somática (COOKE et al., 1993) e o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é utilizado 
freqüentemente para obtenção de calos embriogênicos (GAJ, 2004). 
Um grande problema de cultivo in vitro, para algumas espécies, é a elevada 
taxa oxidativa, observada pelo escurecimento dos tecidos lesados (UTINO et al., 
2001), prejudicando o desenvolvimento dos explantes e reduzindo a multiplicação 
destes (CARNEIRO, 1997). Este processo oxidativo pode ser explicado pela 
liberação de compostos polifenólicos (GEORGE e SHERRINGTON, 1984) e 
fenólicos, limitando a obtenção de bons resultados in vitro (FLORES et al., 1998). 
O objetivo deste trabalho foi analisar a influência do meio de cultura e a 





5.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
O experimento foi realizado no Laboratório de Micropropagação de Plantas do 
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciências Agrárias da 
Universidade Federal do Paraná. 
 
5.2.1 Origem e assepsia do material vegetal 
 
Foram utilizados como material vegetal folhas imaturas (palmitos) de plantas de 
cana-de-açúcar do cultivar RB72454, com aproximadamente 10 meses de meses de 
idade, provenientes da Estação Experimental de Paranavaí, do município de 
Paranavaí - PR. Esses palmitos foram desinfestados em câmara de fluxo vertical da 
seguinte forma: três lavagens com água deionizada estéril, um minuto em álcool 
70%, vinte minutos em hipoclorito de sódio 2% contendo duas gotas de detergente 
neutro líquido e três lavagens com água deionizada estéril. Os palmitos foram 
cortados, retirando as ponteiras e as folhas mais externas para a obtenção dos 
explantes com 5 mm de diâmetro e 4 mm de comprimento. 
 
5.2.2 Meio de indução e condições de cultivo in vitro 
 
Foram analisadas a influência de três meios de cultura: MS (MURASHIGE e 
SKOOG, 1962), MS com a metade das concentrações de macro, micronutrientes e 
vitaminas (MS/2), e MS com a metade da concentração de ferro (MS/Fe) em cinco 





foram acrescidos de 30 g.L-1 de sacarose e 7 g.L-1 de ágar e colocados 50 mL de 
meio em cada frasco. O pH foi ajustado para 5,8 ± 0,1. Os meios foram esterilizados 
em autoclave a 121°C a 1,5 atm por 20 min. 
 
5.2.3 Regeneração do material vegetal 
 
Após 40 dias, os calos que não oxidaram foram transferidos para frascos de 
200 mL com tampa de polipropileno, contendo 50 mL de meio de cultura MS sem 
adição de regulador de crescimento, para o desenvolvimento das plântulas e 
subseqüente enraizamento. O material foi mantido em sala de crescimento, sob 
temperatura de 25°± 2°C, irradiância de fótons de 57 µmol.m-2.s-1, medido com 
luxímetro FLUKE 5500A, e fotoperíodo de 16 horas. 
 
5.2.4 Análise estatística 
 
Foi realizado um fatorial duplo 3 x 5 (meio de cultura x concentração de 2,4-D) 
em delineamento inteiramente casualisado (DIC), com 10 repetições de 5 explantes. 
Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias foram comparadas 
pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Foi utilizando o programa 






5.3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A interação entre os fatores meio de cultura e concentração de 2,4-D foi 
estatísticamente significativa para as três variáveis analisadas (Tabela 9), indicando 
que a resposta dessas variáveis é influenciada por todos os fatores, os quais são 
dependentes.  
 
TABELA 9.  Análise de variância dos dados da porcentagem de explantes 
provenientes do palmito de cana-de-açúcar, cultivar RB72454, 
analisadas em cinco concentrações de 2,4-D e três meios de 
indução, por 40 dias. 
 





Fator Meio de Cultura (A) 2 10056.167** 1922.667** 3336.000** 
Fator 2,4-D (B) 4 4135.167** 5604.000** 2622.667** 
Interação AxB 8 818.667** 536.000** 352.667** 
Erro 135 6.478 93.333 101.037 
Total 149    
Coeficiente de Variação (%)  12,70 12,35 12,14 
Teste Bartlett (X²)  27,98ns 8,55ns 11,52ns 
ns = não significativo ao nível de 5% de probabilidade 
* = significativo ao nível de 5% de probabilidade 
** = significativo ao nível de 1% de probabilidade 
 
Analisando a formação de calos embriogênicos nos meios de cultura, houve 
32% de indução em 16 µM de 2,4-D em meio MS/Fe (Tabela 10). Meios MS e MS/2 
formaram calos embriogênicos nas concentrações de 9 e 16 µM de 2,4-D, com 
porcentagens de 16 e 18% respectivamente, para meio MS, e 52 e 50% para MS/2. 
Ao se comparar as concentrações de 2,4-D formado calos embriogênicos, para 1 µM 
o melhor meio é o MS/Fe (8%). Para as concentrações de 3, 9, 16 e 27 µM de 2,4-D, 
o meio MS/2 proporcionou uma quantidade de calos embriogênicos superior aos 





diferentes meios de cultura e concentrações de 2,4-D mostraram-se compactos, 
amarelados e esbranquiçados, globulares, de fácil separação e em multiplicação 
constante. As diferentes respostas na calogênese nos diferentes meios de cultura 
suplementados com concentrações distintas de 2,4-D demonstram a importância 
desse regulador vegetal na indução de calos embriogênicos (JIMÉNEZ, 2005). A 
auxina 2,4-D é essencial para formação de massas calosas, e ocorre formação 
mesmo em baixas concentrações, necessitando de mais tempo para se formarem 
(HO e VASIL, 1983; HEERDT, 2008). 
OLIVEIRA et al. (1996) relatam que a diminuição da concentração do meio 
MS não acarreta prejuízos na diferenciação de tecidos vegetais in vitro. Essa 
afirmação foi observada na para o cultivar RB72454, uma vez que o meio de cultura 
com redução de sais e vitaminas pela metade mostrou-se mais eficiente que o meio 
de cultura MS. 
 
TABELA 10. Porcentagem média de explantes formando calos embriogênicos em 
cana-de-açúcar, cultivar RB72454. 
 
Meio de Cultura 
Concentração de 2,4-D (µM) 
1 3 9 16 27 
MS 0 4 c B 16 b A 18 c A 6 c B 
MS/2 2 b D 34 a C 52 a A 50 a A 42 a B 
MS/Fe 8 a C 8 b C 18 b B 32 b A 10 b C 
Médias seguidas da mesma letra maiúscula na linha e minúsculas na coluna, não diferem significativamente 
entre si ao nível de 5% de probabilidade. 
 
Com relação aos calos não embriogênicos, houve a ocorrência de calos 
mucilaginosos na maioria dos explantes in vitro, principalmente em 1 µM de 2,4-D, 
em todos os meios testados. A concentração de 3 µM teve melhor resultado em 
meio MS, porém as concentrações 9, 16 e 27 µM de 2,4-D apresentaram 






TABELA 11. Porcentagem média de explantes formando calos não embriogênicos 
em cana-de-açúcar, cultivar RB72454. 
 
Meio de Cultura 
Concentração de 2,4-D (µM) 
1 3 9 16 27 
MS 62 a B 88 a A 88 a A 94 a A 90 a A 
MS/2 62 a C 72 b BC 82 a AB 90 a A 86 a A 
MS/Fe 50 b B 52 c B 82 a A 86 a A 90 a A 
Médias seguidas da mesma letra maiúscula na linha e minúsculas na coluna, não diferem significativamente 
entre si ao nível de 5% de probabilidade. 
 
Levando em consideração que em reduzida oxidação há a possibilidade de 
maior formação de calos embriogênicos em cana-de-açúcar (LAKSHMANAN, 2006), 
foi observado que no meio de cultura MS houve a redução da oxidação dos 
explantes, nas concentrações de 3, 9 16 e 27 µM de 2,4-D (Tabela 12). Para os 
meios MS/2 e MS/Fe, a baixa oxidação ocorreu em 16 µM de 2,4-D. Analisando as 
concentrações de 2,4-D, o meio de cultura MS/2 em concentrações de 1, 9, 16 e 27 
µM possibilitou uma redução da taxa oxidativa no cultivar RB72454.  
 
TABELA 12. Porcentagem média de explantes oxidados em cana-de-açúcar, cultivar 
RB72454 
 
Meio de Cultura 
Concentração de 2,4-D (µM) 
1 3 9 16 27 
MS 100 a A 80 a B 86 a B 80 a B 82 a B 
MS/2 88 b A 82 a AB 74 b BC 56 b D 68 b CD 
MS/Fe 98 ab A 88 a A 96 a A 72 a B 92 a A 
Médias seguidas da mesma letra maiúscula na linha e minúsculas na coluna, não diferem significativamente 
entre si ao nível de 5% de probabilidade. 
 
A oxidação dos explantes é um fator limitante na obtenção de calos 
embriogênicos e regeneração de plantas (GEORGE e SHERRINGTON, 1984), 
observado também para a cana-de-açúcar. Para reduzir essa oxidação são 
utilizados antioxidantes, como o ácido cítrico e ácido ascórbico (LAKSHMANAN et 
al., 2006). GRATTAPAGLIA e MACHADO (1998) comentam que o tipo do explante, 





também auxiliam na oxidação. Para esse experimento, a redução de sais 
proporcionou uma redução na oxidação (9, 16 e 27 µM de 2,4-D com 74, 56 e 68% 
de oxidados respectivamente), auxiliando na formação de calos embriogênicos (para 
as mesmas concentrações, 52, 50 e 42% respectivamente). 
Após a transferência das massas calosas para meio de regeneração, pode 
ser observado a formação das brotações 25 dias após a inoculação, porém estas 
não concluíram o ciclo de formação por contaminações. De 15 frascos com calos 
embriogênicos, apenas um frasco, do meio MS/2 com concentração de 16 µM de 
2,4-D formou brotações, porém ocorreu o desenvolvimento de uma plântula com 
uma fixa de pigmentação esverdeada em folhagem albina (Figura 5). 
Essa variação fenotípica do material regenerado pode ter ocorrido por duas 
razões, variação somaclonal ou deficiência nutricional.  A variação somaclonal 
abrange todos os tipos de variações que ocorrem nas plantas geradas in vitro a 
partir de células ou tecidos. Em cana-de-açúcar, a variação somaclonal pode 
originar plantas com deficiências e mudanças grosseiras no número de 
cromossomos (ARANTES e AZEVEDO, 1986), mas pode gerar plantas que 
apresentem um aumento no teor de sacarose e proporcionar resistência a doenças 
(RAJESWARI et al., 2009). 
O ferro é o principal componente dos citocromos e é essencial para a síntese 
de clorofila. A deficiência desse micronutriente acarreta em clorose intervernal das 
folhas jovens (GUERRA e NODARI, 2006). A plântula regenerada in vitro pode ter 
sofrido tanto variação somaclonal como deficiência de ferro pela redução dos 









FIGURA 4.  Etapas da regeneração do cultivar RB72454. Formação de calos 
embriogênicos em: meio MS (A), meio MS/2 (B) e meio MS/Fe (C). 








• A redução das concentrações de macro, micronutrientes e vitaminas em meio 
de cultura (MS/2) em concentração de 9, 16 e 27 µM de 2,4-D, auxilia na 
formação de calos embriogênicos;  
• Meio MS/2 promoveu uma redução da oxidação dos explantes do cultivar 
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